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Procedimiento para la inmovilización covalente orientada
de anticuerpos, anticuerpos así obtenidos y sus aplicacio-
nes.
La invención describe un procedimiento para la inmovili-
zación covalente orientada de anticuerpos sobre un so-
porte activado con grupos glioxil que dirigen la inmoviliza-
ción por la región de la superficie del anticuerpo opuesta
al fragmento Fab del anticuerpo. Este anticuerpo inmovili-
zado obtenido por el procedimiento de la invención puede
ser utilizado en distintos procesos biotecnológicos como
por ejemplo en cromatografía de afinidad o de detección
de antígenos utilizado como inmunosensor.
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DESCRIPCIÓN
Procedimiento para la inmovilización covalente orientada de anticuerpos, anticuerpos así obtenidos y sus aplica-
ciones.
Sector de la técnica
La aplicación es la preparación de columnas de afinidad o inmunosensores, con posible aplicación en Biotec-
nologia, Biocatálisis, Fermentación, Purificación de proteínas o enzimas Biomedicina, Medio-ambiente, Deteción
preventiva de toxinas, Alimentación, Control de aguas y Bioseguridad.
Estado de la técnica
La alta especificidad de los anticuerpos les ha convertido en herramientas fundamentales en procedimientos de
inmunoafinidad y en el desarrollo de biosensores. No obstante, para ambas aplicaciones, los anticuerpos han de estar
inmovilizados y la etapa de inmovilización puede definir las posibles aplicaciones de los anticuerpos inmovilizados
(ver referencias 1-7 y 10-11).
Un sistema óptimo para inmovilizar anticuerpos para cualquiera de sus posibles aplicaciones debería de reunir una
serie de requisitos, dependiendo del tipo de sistema al que se quiera aplicar:
1.- La inmovilización no debe de provocar grandes distorsiones del centro de reconocimiento del anticuerpo,
2.- La zona de reconocimiento debe de estar lo más expuesta posible al medio. Esto será clave si se pretenden uti-
lizar en el reconocimiento de bio-macromoléculas o células, o si se pretende realizar la lectura mediante la utilización
de un segundo anticuerpo o biomacromolécula, ya que sólo las moléculas cuyo centro activo estén expuestas al medio
serán capaces de adsorber las macromoléculas, de forma que el porcentaje de moléculas bien orientadas determinarán
la velocidad de adsorción del analito (biosensores) o la capacidad de carga de la columna,
3.- La superficie final del soporte debe de ser lo más inerte posible, para evitar adsorciones inespecificas de otras
moléculas sobre el soporte, de forma que compliquen los análisis finales. En columnas de bioafinidad, la adsorción in-
específica de cualquier otro compuesto reduciría drásticamente el potencial uso de este tipo de técnicas de purificación.
En el caso de biosensores, una adsorción inespecífica podrá también disminuir las posibles aplicaciones del mismo,
pero se debería de conseguir especialmente que no se adsorban de forma inespecífica ninguno de los componentes
implicados en la lectura de la señal (p.e., anticuerpos marcados con proteínas).
Recientemente, se ha descrito un protocolo que permite inmovilizar anticuerpos según estas características (5 y
6). El procedimiento está basado en la inmovilización del anticuerpo a través de las cadenas glicosiladas oxidadas
con periodato: el anticuerpo se inmoviliza covalentemente sobre soportes aminados, que son capaces de adsorber
proteínas por intercambio aniónico, y para evitarlo se procede a una etapa de bloqueo con dextrano-aspártico-aldehído,
requiriéndose un control muy estricto de esta etapa para evitar la modificación química de las zonas de reconocimiento
del anticuerpo. Este método permite recuperar anticuerpos con hasta un 60-70% de funcionabilidad y sin que el soporte
adsorba proteínas de crudos de diferentes microorganismos. Sin embargo, el procedimiento es complejo cuando se
pretende escalar a nivel industrial y complicado si se pretende recubrir el soporte de anticuerpos debido a la relativa
lentitud de la reacción covalente azúcar oxidado-aminos primarios.
Descripción de la invención
Descripción breve
Un objeto de la invención lo constituye un procedimiento para la inmovilización covalente orientada de anticuer-
pos, en adelante procedimiento de la invención, basado en que se lleva a cabo sobre un soporte activado que dirigen la
inmovilización por la región de la superficie del anticuerpo más rica en grupos Lys y porque comprende las siguientes
etapas:
i) activación de un soporte con grupos aldehídos alifáticos, preferentemente grupos glioxil, y
ii) una reducción final de la preparación en baja concentración con un agente reductor de aldehídos o de bases
schif, preferentemente con borohidruro sódico.
Otro objeto de la invención lo constituye el anticuerpo inmovilizado obtenido por el procedimiento de la invención.
Otro objeto de la invención lo constituye el uso del anticuerpo inmovilizado en un proceso biotecnológico perte-
neciente al siguiente grupo: proceso de cromatografía de afinidad o de detección de antígenos utilizado como inmu-
nosensor, por ejemplo en mezclas con partículas en suspensión, por ejemplo, membranas o células.
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Descripción detallada
La presente invención se basa en que los inventores han observado que la inmovilización covalente orientada de un
anticuerpo puede llevarse a cabo sobre un soporte activado con grupos aldehido alifaticos implicando principalmente
las cadenas pesadas del anticuerpo. Más concretamente, este procedimiento de inmovilización covalente orientada está
caracterizado por el uso de soportes activados con grupos aldehído alifáticos tipo glioxil que dirigen la inmovilización
del anticuerpo a pH alcalino.
Cada enlace individual amino-aldehído es muy débil (incluso considerando los grupos amino más reactivos) y
el anticuerpo (u otra cualquier proteína) no se inmovilizan sobre estos soportes a pH neutro y sobre soportes poco
activados. Únicamente cuando se usan soportes muy activados y se realiza la inmovilización a pH alcalino (muchas
lisinas reactivas en la superficie de la proteína) se produce una inmovilización muy rápida e irreversible por unión
covalente multipuntual entre las regiones más ricas en lisina de la proteína y estos soportes muy activados. Este
método de inmovilización es único ya que no involucra los residuos amino más reactivos de la superficie de la proteína
(como hacen todos los métodos de inmovilización irreversible vía grupos amino) sino que involucra únicamente la
región o regiones más ricas en lisinas situadas en la superficie de las proteínas. Como puede observarse en la Figura
1, en el caso de las inmunoglobulinas, estas regiones ricas en lisina se encuentran en la proximidad de las cadenas
glicosiladas en la región opuesta al fragmento Fab del anticuerpo. Es decir, la región más adecuada para una correcta
inmovilización de anticuerpos el soporte.
En estas condiciones la inmovilización se produce por la región de la superficie de la proteína más rica en grupos
lisina (Lys) capaces de reaccionar por su accesibilidad con una superficie plana (referencias 12 y 13) que se encuentran
precisamente en la zona opuesta al centro de reconocimiento del anticuerpo. Este tipo de anticuerpos inmovilizados
y orientados conservan su actividad biológica y adsorben muy rápidamente y específicamente sus correspondientes
antígenos (ver Ejemplos). Tras reducir el anticuerpo inmovilizado (p.e. con borohidruro sódico), los aldehídos se
transforman en inertes hidroxilos (referencia 13). Si se desea aumentar la hidrofilicidad o polaridad de la superficie del
soporte, es posible incubar la preparación de anticuerpo inmovilizada (antes de reducir), con 1 M de glicina durante 1
hora y reducir la preparación posteriormente, quedando así la superficie del soporte, recubierta de estos aminoácidos,
inerte para la adsorción inespecífica de cualquier otro tipo de proteínas (albúmina, inmunoglobulinas, extractos crudos
de Escherichia coli, etc.). De esta forma estas superficies son tanto química como físicamente inertes, con los que
ninguna proteína, por ejemplo, de E. coli. o suero bovino se adsorbe a las mismas en incubación a pH neutro y
moderada fuerza fónica (10-100 mM fosfato sódico).
Este procedimiento de inmovilización se puede llevar a cabo sobre todo tipo de soportes sólidos pre-existentes
y para todo tipo de aplicaciones de anticuerpos inmovilizados. Por un lado, la inmovilización de anticuerpos sobre
geles de agarosa es útil para la preparación de soportes de inmunoafinidad para la adsorción selectiva de enzimas y
proteínas. Por otro lado, la inmovilización de anticuerpos sobre partículas magnéticas sería muy útil para la detección
de trazas de células, proteínas y cualquier analitos de interés presentes en mezclas complejas (sangre, alimentos, aguas
residuales, etc.).
Así, un objeto de la invención lo constituye un procedimiento para la inmovilización covalente orientada de an-
ticuerpos, en adelante procedimiento de la invención, basado en que se lleva a cabo sobre un soporte activado que
dirigen la inmovilización por la región de la superficie del anticuerpo más rica en grupos Lys y porque comprende las
siguientes etapas:
i) activación de un soporte con grupos aldehídos alifáticos, preferentemente grupos glioxil, y
ii) una reducción final de la preparación en baja concentración con un agente reductor de aldehidos o de bases
schif, preferentemente con borohidruro sódico.
Por otro lado, cuando el soporte a utilizar es hidrofóbico, por ejemplo, partículas magnéticas de poliestireno, el
procedimiento de la invención debe someterse a una etapa intermedia a i) y ii) de hidrofilización de la superficie
del soporte mediante la incubación del anticuerpo inmovilizado con un compuesto hidrofílico con un grupo amino
primario, preferentemente con carga neta 0 a pH neutro (e.g., gly, mezclas Lys/Asp, etc.)
Un objeto particular de la invención lo constituye el procedimiento de invención en el que el soporte utilizado
es poroso, por ejemplo, agarosa, vidrio, silica o epoxi-acrílico; o no porosa, como por ejemplo una nanopartícula
magnética no porosa.
Otro objeto de la invención lo constituye el anticuerpo inmovilizado obtenido por el procedimiento de la invención.
Otro objeto de la invención lo constituye el uso del anticuerpo inmovilizado en un proceso biotecnológico perte-
neciente al siguiente grupo: proceso de cromatografía de afinidad o de detección de antígenos utilizado como inmu-
nosensor, por ejemplo en mezclas con partículas en suspensión, por ejemplo, membranas o células.
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Descripción de las figuras
Figura 1.- Imágenes de IgG (obtenida con el programa PyMOL v0.99) a partir del fichero 1IGY correspondiente al
anticuerpo anti-peroxidasa obtenido en conejo y depositado en el banco de datos de proteínas (PDB). En la Figura 1A
se observa una visión vertical de la IgG con las cadenas pesadas coloreadas en verde y las cadenas ligeras coloreadas en
naranja. Las regiones de reconocimiento del antígeno (Fab) se encuentran en las partes superiores derecha e izquierda
(en el extremo de la intersección entre cadenas ligeras y pesadas). En la Figura 2 se observa la región con mayor
densidad en grupos lisina, coloreados en color azul, (la región que reacciona con los soportes glioxil). Desde esta
perspectiva se observan muy próximas las cadenas glicosiladas (coloreadas de amarillo) y ya descritas como buena
orientación para la inmovilización de IgG. Desde esta visión no se observan las cadenas ligeras confirmándose que
efectivamente se está intentando inmovilizar el anticuerpo por una región muy alejada de la región Fab y, por tanto,
con una orientación muy adecuada para un posterior reconocimiento de antígenos sobre los anticuerpos inmovilizados.
Ejemplos de la invención
Ejemplo 1
Inmovilización de anticuerpos sobre glioxil-agarosa
10 mg de anticuerpo anti-peroxidasa se disolvieron en 100 mL de tampón bicarbonato a pH 10 y 4ºC. A continua-
ción se añadieron 10 g de glioxil agarosa. Tras 3 horas bajo agitación suave, todo el anticuerpo se había inmovilizado.
En ese momento se añadieron 100 mg de borohidruro sódico. Tras 30 minutos, el derivado se lavó abundantemente
con tampón pH 7 y agua destilada.
A continuación, a 1 g de este anticuerpo se ofreció 10 ml de un solución que contenía 100 mg de un extracto de
proteínas de E. coli conteniendo 0.2 mg de peroxidasa de rábano en fosfato 10 mM a pH 7. Tras 1 hora, con agitación
continua, el 100% de la actividad peroxidasa había sido adsorbida por el soporte. En un experimento similar en el que
el anticuerpo había sido sustituido por 1 g de glioxil-agarosa reducida, no se apreció que la peroxidasa se adsorbiera al
soporte. A continuación, se recuperó el anticuerpo inmovilizado con la peroxidasa adsorbida, se lavó abundantemente
con agua y se sometió a una electroforesis en SDS, las únicas bandas visibles correspondieron a la cadena ligera del
anticuerpo y a la peroxida.
De esta forma se confirmó que el anticuerpo era plenamente funcional y que no se producía ninguna adsorción
inespecífica de proteínas sobre los mismos.
Ejemplo 2
Inmovilización de anticuerpos sobre aldehído-partícula nano-magnética de poliestireno
1 g de nano-partículas magnéticas de poliestireno conteniendo grupos epóxido se incubó durante 12 horas en 100
ml de ácido sulfúrico 250 mM para transformar los grupos epóxido en grupos diol. Las partículas se lavaron repetidas
veces con agua destilada hasta que el pH era neutro, y se añadió 100 mL de periodato sódico 10 mM para generar
grupos aldehido por oxidación de los dioles.
50 mg de anti-peroxidasa se disolvieron en 100 mL de tampón bicarbonato a pH 10 y 4ºC. A continuación, se aña-
dieron 1 g de nanopartículas-aldehído. Tras 6 horas bajo agitación continua, todo el anticuerpo se había inmovilizado.
En ese momento, se eliminó el sobrenadante y se resuspendió durante 1 hora en 100 mL de 1 M de glicina. Pasado
este tiempo, se añadieron 100 mg de borohidruro sódico. Tras 30 minutos, el derivado se lavó abundantemente con
tampón pH 7 y agua destilada.
A continuación, a 10 mg de este anticuerpo inmovilizado se ofreció 100 ml de un solución que contenía 100 mg
de un extracto de proteínas de E. coli conteniendo 1 mg de peroxidasa de rábano en fosfato 50 mM a pH 7. Tras 1h, el
100% de la actividad peroxidasa había sido adsorbida por el soporte. En un experimento similar en el que el anticuerpo
inmovilizado había sido sustituido por 10 mg de partículas aldehido-glicina reducidas no se apreció que la peroxidasa
se adsorbiera al soporte. A continuación, se recuperó el anticuerpo inmovilizado con la peroxidasa adsorbida, se lavó
abundantemente con agua y se sometió a una electroforesis en SDS, las únicas bandas visibles correspondieron a la
cadena ligera del anticuerpo y a la peroxidasa.
De esta forma se confirmó que el anticuerpo era plenamente funcional y que no se producía ninguna adsorción
inespecífica de proteínas sobre el soporte.
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento para la inmovilización covalente orientada de anticuerpos caracterizado porque se lleva a cabo
sobre un soporte activado que dirige la inmovilización por la región de la superficie del anticuerpo más rica en grupos
lisina y porque comprende las siguientes etapas:
i) activación de un soporte con grupos aldehídos alifáticos, y
ii) una reducción final de la preparación en baja concentración con un agente reductor de aldehídos o de bases
schif.
2. Procedimiento según la reivindicación 1 caracterizado porque el grupo aldehído alifático de i) es un grupo
glioxil.
3. Procedimiento según la reivindicación 1 caracterizado porque, opcionalmente y para el caso que la superficie
del soporte de i) sea hidrofóbica, comprende una etapa de hidrofilización de la superficie del soporte tras la etapa
i) mediante la incubación del anticuerpo inmovilizado con un compuesto hidrofílico con un grupo amino primario,
preferentemente con carga neta 0 a pH neutro.
4. Procedimiento según la reivindicación 3 caracterizado porque el compuesto hidrofílico que se utiliza para
inertizar el soporte pertenece al siguiente grupo: glicina, mezclas Lys/Asp.
5. Procedimiento según la reivindicación 1 caracterizado porque el agente reductor de aldehído es borohidruro
sódico.
6. Procedimiento según la reivindicación 1 caracterizado porque el soporte utilizado es poroso, por ejemplo,
agarosa, vidrio, silica o epoxi-acrilico, o no poroso.
7. Procedimiento según la reivindicación 6 caracterizado porque el soporte No poroso es una nanopartícula mag-
nética no porosa.
8. Anticuerpo inmovilizado caracterizado porque se obtiene por el procedimiento según las reivindicaciones 1 a
la 7.
9. Uso del anticuerpo inmovilizado según la reivindicación 8 en un procedimiento biotecnológico perteneciente al
siguiente grupo: en procesos de cromatografía de afinidad y de detección de antígenos.
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Enzyme and Microbial Technology. 2006. Vol. 38, Páginas 960-966.
En particular página 960.
2006
D03 FUENTES, M. et al. Preparation of Inert Magnetic Nano-particles
for the Directed Immobilization of Antibodies. Biosensors and Bioe-
lectronics. 2005. Vol. 20, páginas 1380-1387. En particular páginas
1384 a 1386.
2005
D04 WO 02/33412 A1 (MACROGEN INC.) página 3,8, Reivindicaciones
5 y 8.
25.04.2002
Observaciones sobre documentos:
D01 describe un método para la preparación de un soporte glioxil agarosa idéntico al descrito en la solicitud, para la inmovili-
zación de proteínas.
D02 describe un método para inmovilizar proteínas de forma orientada por regiones ricas en lisina en soporte glioxil agarosa
idéntico al descrito en la solicitud.
D03 describe un método para la preparación de un soporte de nano-partículas magnétizadas inertes para la inmovilización
orientada de anticuerpos.
D04 describe un método para la inmovilización covalente de un anticuerpo sobre una superficie de cristal que comprende la
generación de una base de Schiff y su posterior reducción con borohidruro de sodio.
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración
Novedad y Actividad Inventiva según los Artículos 6 y 8 respectivamente de la Ley de Patentes.
Reivindicaciones 1, 2, y 5 a 9.
El estado de la técnica más próximo a la invención reivindicada está definido en el documento D01, que describe un método
para la inmovilización de proteínas sobre un soporte idéntico al descrito en las reivindicaciones 1,2, 5 y 6, y se indica la
posibilidad de utilizar el mismo procedimiento sobre un soporte de nano-partículas magnetizadas, tal como se describe en la
reivindicación 7.
En D02 se indica además que el efecto de los soportes glioxil agarosa es conseguir una inmovilización orientada. Al realizarse
la fijación por las zonas más ricas en lisina, en lugar de por los grupos amino más reactivos.
La diferencia fundamental entre D01 y D02 y la invención descrita es su aplicación específica sobre anticuerpos que reconocen
antígenos de gran peso molecular, como proteínas. En D01 se indica específicamente la no idoneidad del método para dichos
anticuerpos al interaccionar con las zonas del anticuerpo implicadas en el reconocimiento. Sin embargo, y de forma sorpren-
dente, en la invención descrita se utiliza la característica de la unión múltiple de los grupos glioxil a bajo pH de este método para
inmovilizar anticuerpos, consiguiendo fijaciones estables que mantienen prácticamente inalterada la zona de reconocimiento
del antígeno. El resultado sorprendente de este nuevo método aplicado a anticuerpos es novedoso y posee asimismo actividad
inventiva con respecto al estado de la técnica anterior.
El anticuerpo fijado covalentemente y de forma dirigida, obtenido por el método descrito en las Reivindicaciones 1, 2, 5, 6 y 7,
y su uso en cromatografías de afinidad y detección de antígenos, es por tanto nuevo y posee actividad inventiva.
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Reivindicaciones 3, 4, y 7 a 9.
El estado de la técnica más cercano a las reivindicaciones 3 y 4 está definido por el documento D03 en el que se describen
varios métodos de preparación de soportes para la inmovilización de anticuerpo. Entre ellos, la activación de un soporte con
una mezcla de aldehído-aspártico-dextrano para aumentar la adsorción electrostática del polímero poliaspártico que reacciona
después covelentemente con los grupos amino cercanos del soporte. Además el anticuerpo inmovilizado se incuba con el
mismo compuesto para evitar adsorción inespecífica de otras proteínas (D03, página 1384 ). Este método es aplicable a la
inmovilización de anticuerpos a nano partículas magnetizadas (página 1385).
El método es, sin embargo, general para minimizar uniones no específicas al ligando. Las características específicas que
otorgan novedad a la reivindicación 1 otorgan asimismo novedad a las reivindicaciones 3, 4 y 7, ya que dependen de ella. Los
anticuerpos fijados inmovilizados por este método alternativo, así como su uso en cromatografía y detector de antígenos son
igualmente nuevos y poseen actividad inventiva.
Las reivindicaciones 1 a 9 poseen novedad y actividad inventiva conforme a los artículos 6 y 8 de la Ley de Patentes.
Aplicación Industrial conforme al artículo 9 de la Ley de Patentes
Las reivindicaciones 1 a 9 son susceptibles de aplicación industrial conforme al artículo 9 de la Ley de Patentes.
